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論 文 内 容 要 旨
序論
我々の研究室では、光合成細菌による水素ガス生産に関する基礎的研究
が行われて来 たが、その実用化に際 しての最大の問題点は、水素ガス生産
には電子供与体 として、乳酸や リンゴ酸など、高価な基質を必要 とする事
であった1。 そこで、農業廃棄物に含まれるセルロース、ペ クチン、キ シ
ランなど、安価な炭素源を利用で きるよ うな菌株の分子育種が、新たなテ
ーマとなった。当研究室において、 プロテアーゼを分泌する光合成細菌が
見いだされたが、光合成細菌において、高分子化合物を分解する酵素を菌
体外に分泌 している例 としては、現在まで澱粉分解能を持っ菌株が唯一知
られているだけで2、 プロテアーゼにっいてはほとん ど報告がみられない。
このプロテアーゼをモデル系として、光合成細菌における酵素分泌機構を
解析することは、分泌ベ クター系を開発 し、強力な高分子分解酵素生産株
の分子育種を行 う基礎研究 となる。以上の観点に立ち、将来の利用性を考
慮 して、菌体外酵素生産性の優れたT-20株に注 目し、 その菌株の分類学
的同定と、プロテアーゼの生産条件の検討を行 った。 さらに、そのプロテ
アーゼの精製を行い、酵素化学的性質を調べた。また、 プロテアーゼ遣伝
子のクローン化を行い、 クローン化された遣伝子によ り生産されるプロテ
ァーゼの性質を調べた。
第1章 光 合 成 細 菌Rh(》docyclusgelatinosusT-20株の 分 類 学 的 同 定
タ イ国 土 壌 か ら分 離 され た光 合 成 細 菌T-20株 は、 直 系0.6-0.7μmの運
動 性 を 有 す る赤 色 の桿 菌 で あ る(Fig.1)。バ クテ リオ ク ロ ロ フ ィルaの 吸
収 極 大 は870n煽で(Fig.2)、ユ ビキ ノ ンQ-8を有 す る(Fig.3)。ゼ ラチ ン分
解 能 を 持 ち(Fig.4)、生 育 の 炭 素源 と して クエ ン酸 、 ア ス パ ラギ ン酸 、 グ
ル タ ミ ン酸 、 グル コー ス、 フル ク トー ス、 マ ン ノ ー ス等 を利 用 で き る(Ta-
ble1)。以 上 の 結 果 よ り、T-20株は、Rh磁ocyclusgelatinosusと同 定
され た。
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第2章 光 合 成 細 菌RhodocyclusgelatinosusT-20株に よ る プ ロ テ ア ー
ゼ の生 産(培 養 条 件 の検 討)
様 々 な 炭 素 源 、 及 び窒 素 源 を 用 いてT-20株の 培 養 を 行 い、 菌 体 外 プ ロ テ
ア ーゼ の 活 性 を 比 較 した。 そ の 結 果 、1Zグル コー ス、0.25Zポリペ プ トン
を用 い た と き、 活 性 が 最 大 とな っ た(Table2)。この 培 地(PI培地)を 用 い、
菌 の生 育 と プ ロ テ ア ーゼ活 性 の 変 化 を 追 跡 した 。 プ ロ テ ア ーゼ 活 性 は、 対
数 増 殖 期 末 期(培 養3日 目)で ピ ー ク に達 した(Fig.5)。
第3章 プロテアーゼの精製 と酵素の性質
3-1.プ ロテ ア ー ゼ の精 製
Fig.6に示 した操 作 で プ ロテ ア ーゼ の 精 製 を 行 った。DEAE一セ ル ロ ー スで
は2っ の活 性 の ピー クが 見 られ たが 、KC1濃度0.01-0.3訓の 間 に溶 出 した
もの(ピ ー ク1)に つ いて 更 に精 製 を 行 った(Fig.7)。c麗一セ ル ロ ース 後 、 最
終 的 に比 活 性 は粗 酵 素 の43倍に精 製 され(Table3.Fig.8)、SDS-PAG£で 単
一 なバ ン ドを 示 す 酵 素 標 品 が 得 られ た。
3-2.プ ロテ ア ーゼ の諸 性 質
本 プ ロテ ア ー ゼ のSDS-PAGEによ る分 子 量 は 約44,000、等 電 点 はpH6.2-
6.3であ っ た(Fig.9)。合 成 基 質 を 用 いて 基 質 特 異 性 を 調 べ た と こ ろ、 キ モ
トリプ シ ンの 基 質 で あ るSuc-Ala一▲1a-Pro-Phe-pNAを非 常 に よ く切 断 し
た(Table4)。そ こで、 これ を 基 質 と して 以 後 の実 験 を 行 った 。
阻 害 剤 試 験 の結 果 、 本 プ ロテ ア ー ゼ の活 性 は セ リ ン プ ロテ ア ー ゼ の阻 害
剤 で あ るP廻SF、DFPによ って 完 全 に阻 害 され た 。 キ モ トリ プ シ ンの 阻害 剤
で あ るキ モ ス タ チ ンに よ って も完 全 に 阻害 され 、 ま た メ タル プ ロテ ァ ーゼ
の 阻 害 剤 で あ るEDTAでは、10崩の 時 に7請 の活 性 阻害 が 認 め られ た。 シス
テ イ ンプ ロ テ ア ーゼ、 ア ス パ ラギ ン酸 プ ロ テ ア ー ゼ の 阻害 剤 で は殆 ど阻 害
され な か った(Table5)。
2酬Ca2+存在 下 及 び10酬EDTA存 在 下 で の 至 適 温 度 を 比 較 した と こ ろ、
Ca2+存在 下 で は450Cであ っ た の に対 し、EDTA存在 下 で は30●C以下 で あ っ た。
⑳Tムは酵 素 の安 定 性 に重 要 な役 割 を 果 た して い るCa2+を酵 素蛋 白質 よ り う
ば う こ とで 、 酵 素 を不 安 定 に して い る と推 定 され た(Fig.10)。
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ま た、 酵素 を10酬EDTAで0℃ で30分処 理 し、 透 析 してHDTAを除 い た後 、
Ca2+、Zバ+、渇n叶、Co叶を 添 加 して 酵 素活 性 を 測 定 す る と活 性 の 回 復 が 見
られ た こ とか ら(Table6)、本 プ ロテ ア ーゼ は 金属 イオ ンが 安 定 性 と活 性
に関与 す る セ リ ン プ ロテ ア ー ゼで あ る こ とが示 唆 され た。NativePAGE、
SDS-PAGEの結 果 か ら二 量 体 か らな る分 子量 約80kDの蛋 白質 で あ る と推 定 さ
れ た。 ま た、 至 適 温 度 とpHはそれ ぞ れ50。Cと7.8、ま た50。Cまで とpH7.0-
7.2の範 囲 で安 定 で あ った(Table7)。
イ ン シ ュ リ ンB鎖 を 基 質 と した切 断 部位 の解 析 の 結 果 、15L-16Y、19C
[so。H]一20G、24F-25Fの間 を 優 先 的 に切 断 す る結 果 が 得 られ た(Fig.11)。
第4章 プロテアーゼ遣伝子のクローン化にっいて
T-20株よ り シ ョッ トガ ン法 で プ ロ テ ア ーゼ 遣 伝 子 の ク ロ ー ン化 を行 った。
約1万 個 の コ ロニ ーか ら3個 の陽 性 クロ ー ンを 得 た。 この6.3kbpの挿 入 断
片を 持 っ ク ロ ー ンをpRCP1と 命 名 し、 これ を 用 いて 実 験 を 行 った(Figs.
12and13)0
制 限 酵 素 地 図 を 作 成 し(Figs.14and15)、サ ブ クロ ー ン化 を 行 った結 果 、
5.3kbpのBamHI-PstI断片 を 持 っpRCP2を 得 、 さ らに1.2kbpのBamHI-
PstIを持 っpRcP3を得 た(Fig.16)。pRcP1、pRcP2、pRcP3を形 質 転 換
した大 腸 菌HB101は、 と もに スキ ム ミル ク培 地 上 で ク リア ゾ ー ンを形 成 し
た が、pRcP3をもっ菌 の ク リア ゾ ー ンは非 常 に弱 か った(Fig.17)。pRcP3
の挿 入 断 片 を プ ロ ー ブ と してゲ ノ ミ ッ クサ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ シー ヨ ンを
行 った結 果 、 グ ロ ー ン化 され た遣 伝 子 が 親 株 由来 で あ る こ とが 確 認 され た
(Fi8.18)0
第5章 大腸菌により生産 されたクローン化プロテアーゼの精製 と性質
pRCP2を組 み込 ん だ大 腸 菌HB101によ り生 産 され た酵 素 をTable8に示 し
た方法 で精 製 した。 合 成 基 質 を用 い た基 質 特 異 性 試 験 の結 果 、T-20プロテ
ァ ーゼ と同様 、Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pHAに対 して 高 い特 異 性 を 示 した
(Table9)0
ま た、T-20株と同様 、EDTA、HBS、DFP、キ モ ス タ チ ンに よ り活 性 が 阻害
され(Table10)、活 性 にCa2+、麓n2+、Co2+を要 求 す る こ とが 示 され た
(Tahle11)0
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結論
1.光合 成 細 菌T-20株はユ ビキ ノ ンQ-8を有 し、 バ クテ リオ クロ ロフ ィルa
の 吸収 極 大 が870nmであ る こ と、 ゼ ラ チ ン分 解 能 を 持 ち、 グル コ ース、
フル ク トース、 マ ンノ ース な どを 利 用 で き る こ とか らRhodocyclus
gelatinosusと同定 され た。
2.プロテアーゼを大量生産 させるため、培養条件を検討 した結果、炭素
源として1%グルコース、窒素源 として0.2講ポ リペ プ トンを用いたとき
活性が最 も高かった。
3.T-20株の プ ロテ ア ーゼ の 分子 量 はNativePAGEで80kD、SDS-PAGEでは44
kDであ る こ とか ら2量 体 か らな る蛋 白質 で あ る こ とが推 定 され た。
4.セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 一 種 類 で あ る キ モ ト リ プ シ ン の 基 質 で あ るSuc-
Ala-Ala-Pro-Phe-pMlこ対 して 特 異 性 が 高 く、 ま た 、 イ ン シ ュ リ ンB
鎖 に 対 寸 る 切 断 部 位 を 解 析 した 結 果 、15L-16Y、13C[SO3H]一20G、24F-
25Fの間 を 優 先 的 に 切 断 す る結 果 が 得 られ た
。
5.本酵 素 はP廻SF、DFP、キ モ ス タチ ンで 完 全 に 阻害 され たの で、 セ リ ンプ
ロテ ア ーゼ で あ る こ とが 推 定 され た。
6.本 酵 素 はEDTAによ り部 分 的 に阻 害 され 、Ca2+、Co2+、Hn2+、ZR2+など
金 属 イ オ ン添 加 に よ り活 性 が 回 復 した。 特 にCa2は酵 素 活 性 の安 定 化
に 関与 して い る こ とが 示 され た。
7.シ ョッ トガ ン法 で プ ロテ ア ーゼ 遣 伝 子 の ク ロ ー ン化 を 行 っ た結 果 、約
1万個 の コ ロニ ーか ら3個 の陽 性 クロ ー ンを 得 た。 この6.3kbpの挿 入
断片 を 持 っ ク ロ ー ンをpRCP1と し、 サ ブ ク ロ ーニ ング に よ り、5.3
kbpのBa祀1-Ps七1断片 を持 つpRCP2、さ らに1.2kbpのBamHI-Psも1
を 持 つpRCP3を得 た。
8.pRCP2を組 み込 ん だ大腸 菌HB101によ り生 産 され た プ ロテ ア ー ゼ の精
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製標品を用いて諸性質を検討 した結果、T-20株のプロテアーゼとほぼ
同 じ性質を示 した。
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Table5.Effectsofinhibitorsontheactivityofpurifiedprotease.
Inhibitor Conce腿tration(口殖) Reロaini画gactivity(鑑)
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Table8.Purificationof
101/pRCP2.'
thea=tracellularproteasefro.E.coliHB一一
Step
TotalTotalTotal
volu.eenzymeprotein
(皿1)(nkat)(趣9)
Specific
activity
(nkat/.8)
PurificationRecovery
(fold)Cx)
Crudefluid
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DEAE-cellulose
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Hydroxyapatite
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Table9.&elativeactivitiesoftheT-20proteaseandpECP2
proteaseto.ardspeptidrl-p-nitroaailides.
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Table11.EeactivationofT-20proteaseandpgCP2protease
treatedvith10ayEDTAbyvariousdivalentmetalions.
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文 は現在 まで殆 ど研 究 されな か った光 合成細 菌 の プ ロテ ア ーゼにつ い て,そ の1菌 株
Rhodocyclusgelatlnosusより1プ ロテアーゼを精製 しその性質 を検討 し,さ らにそ の遺伝子を ク
ロー ン化す ることに成功 し,そ の遺伝 子を クローン化 した大腸菌に よ り生産 された酵素 につ いて
その性質 につい て検討を加えた ものである;第1に,使 用 した光合成細菌T-20株 につ いて分類
学 的検討を行い,こ のT-20株 がRhodocyclusgelatiosusに属す る ことを明 らかに した。
第2に,T-20株 の生成す るプ ロテアーゼをDEAE一 セル ロースク ロマ トグラフ ィ,ト ヨパー
ルHW55Fゲ ル濾過,ヒ ドロキシルアパタイ トクロマ トグラフィお よびCM一 セル ロース ク ロマ
トグラフィに よ り電 気泳動的 に単一蛋 白と して精製 し,Caイ オ ンを必要 とす る分子 量約8万 の
セ リンプロテアーゼである事 をあきらかに し,さ らに基質特異性 な ど酵素の諸性質を明 らかに し
た。
第3に,pUC119プ ラス ミドとして使 い,シ ョッ トガ ン法 でT-20株の プロテアーゼ遺伝 子の
クローン化 を試 み,約 一万個 のコ ロニーか ら3個 の陽性 ク ロー ンを得た 。 この陽 性 クロー ンは
6.3Kbの挿入断片を持ちpRCP1と命名 した。 さらにサ ブク ローニングに よ り5.3Kb断片 を持 つ
pRCP2を得た。
第4に,pRCP2を 組み込 んだ大腸菌HB101により生産 された プロテアー ゼの精製 を行 い,精
製標 品を用 いて諸性質を検討 した結果,T-20株 のプ ロテアーゼ とほぼ同 じ性質 である ことを 明
らかに した。
以上 の ように,本 論文は従 来殆 ど研究 され ていなか った光合成細 菌のプ ロテアーゼにつ いて諸
性質を明らかに したばか りでな く,そ の遺伝子 について もクロー ン化に成功 した もので,こ れ ら
の知見 は微生物の生理化 学に新知見 を加 えるものと思われ,審 査員一同は著者に博士(農 学)の
学位 を授与す るに値 する もの と判定 した。
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